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A 

Gene de 1'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase et obtention de plantes contenant ce 
gene resistantes aux herbicides. 

5 La pre sente invention concerne le gene de l'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase 

(HPPD), un gene chimere contenant ce gene comme sequence codante et son utilisation 
pour 1' obtention de plantes resistantes a certains herbicides. 

On connait certains herbicides tel que l'isoxaflutol, herbicide seiectif du mai's, de la 
famille des isoxazoles ou encore la sulcotrione de la famille des tricetones. Cependant 
10 aucun gene de resistance a de tels herbicides n' a 6t6 decrit. 

L'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase est une enzyme qui catalyse la reaction de 
transformation du para-hydroxy phdnylpyruvate en homogentisate. 

Par ailleurs la sequence en acides amines de l'hydroxy-phenyl pyruvate 
dioxygenase issue de Pseudomonas sp. P.J. 874 a 6t6 decrite, sans qu'il y ait une 
IS description de son role dans la resistance des plantes aux herbicides (RuETSCHI et col: 
Eur. J. Biochem. 205, 459-466, 1992). Ce document ne donne pas de description du gene 
de la proteme. 

D a maintenant 6t6 decouvert la sequence d'un gene de ce type et qu'un tel gene 
pouvait, une fois incorpore" dans des cellules vegetales, fournir des plantes prfsentant une 
20 resistance interessante a certains herbicides recents, tels que ceux de la famille des 
isoxazoles ou de celle des tricetones. 

La pr6sente invention a done pour objet un gene de resistance a un herbicide, 
caracterise en ce qu'il exprime l'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD). Celui-ci 
peut etre d'originc quelconque mais est de preference d'origine bacterienne, telle que 
25 notamment le genre Pseudomonas ou encore d'origine vegetale. 

L'invention comprend egalement un procede d'isolement du gine ci-dessus, caracterise 
en ce que: 

-on choisit, comme amorces, quelques oligonucleotides issus de la sequence en 
acides amines d'une HPPD, 
30 - a partir de ces amorces, on synthetise des fragments d'amplification par PCR 

- on isole le gene par creation et criblage d'une banque genomique et 

- on clone le gene. 

De preference on utilise des amorces issues de la sequence de 1'HPPD d'une bacterie 
du genre Pseudomonas . De maniere particulierement preferee, elles sont issues de 
35 Pseudomonas fluorescens. 

Ce gine peut etre utilise dans un procede pour la transformation des plantes comme 
gftne marqueur ou comme sequence codante permettant de conferer a la plante une 
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resistance a certains herbicides. II peut egalement etre utilise" en association avec d'autres 
genes marqueurs et/ou sequence codante pour une proprilte agronomique. 

La transformation des cellules vegetates peut Stre obtenu par tout moyen connu 
approprie. Une s^rie de methodes consiste a bombarder des cellules ou des protoplates avec 
5 des particules auxquelles sont accroch^es les sequences d'ADN. 

Une autre sene de m&hodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la 
plante d'un gene chimere insert dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri 
d'Agrobacterium rhizo genes. 

La presente invention a encore pour objet un gene chimere comprenant, dans le sens 

10 de la transcription, au moins une sequence de regulation promotrice, une sequence codante 
h6terologue qui exprimc l'hydroxy-phenyl pyruvate dioxyg6nase et au moins une sequence 
de regulation terminatrice ou de polyadenylation. 

Comme sequence de regulation promotrice on peut utiliser toute sequence promotrice 
d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un promoteur d'origine 

IS bactenenne, virale ou vegetate tel que, par exemple, celui d'un gene de la petite sous-unite" 
de ribulose-biscarboxylase (RuBisCO) ou de celui d'un gene de 1'ot tubuline ( Demande 
europeerume EP n° 0 652 286), ou encore d'un gene de virus de plante tel que, par 
exemple, celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), mais tout promoteur 
convenable connu peut 6tre utilise. De preference on a recours a une sequence de 

20 regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence codante, tel que par 
exemple, celle comprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la 
demande europeenne EP 0507698. 

Selon l'invention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le promoteur 

25 et la sequence codante, telles que des activateurs de trancription "enhancer", comme par 
exemple l'activateur de translation du virus etch du tabac (TEV) decrit dans la demande 
WO87/07644, ou des peptides de transit, soit simples, soit doubles, et dans ce cas 
eventuellement separes par une sequence intermediaire, c'est a dire comprenant, dans le 
sens de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit d'un gene vegetal 

30 codant pour une enzyme a localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie 
mature N terminate d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 
puis une sequence codant pour un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour 
une enzyme a localisation plastidiale.constituee d'une partie de sequence de la partie 
mature N terminate d'un gfene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 

35 tels que decrit dans la demande europeenne n° 0 508 909. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
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nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine veg&ale, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande europeenne EP n° 0 633 317. 

La pr£sente invention a encore pour objet les cellules v£getales, de plantes 
monocotyledones ou dicotyl&lones, notamment des cultures, transformees selon l'un des 
5 proceeds decrits ci-dessus et contenant dans leur genome une quantity efficace d'un gene 
exprimant l'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD). On a observe" que des plantes 
transformees de cette facon presentent une resistance importante a certains herbicides 
recents tels que ceux de la famille des isoxazoles et notamment du 4-[4-CF3-2- 
(mithylsulfoyl) benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole, ou encore de celle des tric&ones, 
10 comme par exemple la sulcotrione. 

L'invention a enfin pour objet un proc£d£ de ddsherbage de plantes, notamment de 
cultures, a l'aidc d'un herbicide de ce type, caractensd en ce qu'on applique cet herbicide 
sur des plantes transformees selon l'invention. 

Les differents aspects de l'invention seront mieux compris a 1'aide des exemples 
15 expenmentaux ci-dessous. 

Exemple L Isolement du gene de l'HPPD de P. fhtorescens A32 . 

A partir de la sequence en acides amines de l'HPPD de Pseudomonas sp. P.J. 874 ( 
publie" par RUetschi U. et al. 1992. Eur. J. Biochem. 205: 459-466), on cteduit la sequence 
20 de differents oligonucleotides pour amplifier par PCR une partie de la sequence codante de 
l'HPPD de P. fluoresces A32 (isolee par McKellar, R.C. 1982. J. Appl Bacteriol. 53:305- 
316). Un fragment d'amplification du gene de cette HPPD a 6t6 utilise" pour cribler une 
banque genomique partielle de P. fluoresce™ A32 et ainsi isoler le gene codant pour cette 
enzyme. 

25 A) Preparation de 1'ADN genomique de P. fhtorescens A32. 

La bacterie a €te cultivee dans 40 ml de milieu minnimum M63 (KH2PO4 13,6g/l, 
(NH4)2S04 2g/l, MgS04 0,2g/l, FeS04 0,005 g/1 pH7 plus L-tyrosine lOmM comme 
seule source de carbonc) a 28°C pendant 48 heures. 

Apres lavage, les cellules sont reprises dans 1 ml de tampon de lyse (tris HC1 100 mM 
30 pH 8,3, NaCl 1,4 M et EDTA 10 mM) et incubees 10 minutes a 65°C. Apres un traitement 
au phenol/chloroforme (24/1) et un traitement au chloroforme, les acides nucleiques sont 
precipites par addition d'un volume d'isopropanol puis repris dans 300 ul d'eau sterile et 
traites a la RNAse 10 ug/ml final. l'ADN est de nouveau traite au ph^nol/chloroforme, < 
chloroforme et reprecipit^ par addition de 1/10 de volume d'acetate de sodium 3M pH5 et 2 
35 volumes d'&hanol. l'ADN est ensuite repris dans de l'eau sterile et dose\ 
B) Choix des oligonucleotides et syntheses. 

A partir de la sequence en acides amines de l'HPPD de Pseudomonas sp. P.J. 874 on 
choisit cinq oligonucleotides, deux diriges dans le sens NH2 terminal de la proline vers le 
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COOH terminal de la proteine et trois diriges dans le sens inverse (voir SEQ. ID N°l . Le 
choix a eitel dicte" par les deux regies suivantes: 

-une extrtmite' 3' de I'oligonucleotide stable, c'est a dire au moins deux bases sans 
ambiguite. 

-une dlgenerescence la plus faible possible. 
Les oligonucleotides choisis ont les sequences suivantes: 
PI : 5TA(C/T)GA(G/A)AA(C/r)CCIATGGG3' 
P2: 5'GA(G/A)ACIGGICCIATGGA3' 
P3: 5•AA(Cy^)TGCATIA(G/A)(G/A)AA(Cy^)TC(Cy^)TC3 , 
P4: 5 , AAIGCIAC(G/A)TG(Cy^)TG(T/G/A)ATICC3 , 
P5: 5•GC(Cy^)^T(A/G)AA(A/G)TnCC(OT)TaCC3• 
Ds ont 6ti synthase's sur le synth&iseur "Cyclone plus DNA Synthesizer" de marque 
MILLPORE. 

Avec ces cinq oligonucleotides par PCR les fragments d'amplification que Ton doit 
obtenir theoriquement d'apres la sequence SEQ ID N°l ont les tailles suivantes: 

avec les amorces PI et P3 > environ 690 bp 

avec les amorces PI et P4 > environ 720 bp 

avec les amorces PI et P5 > environ 1000 bp 

avec les amorces P2 et P3 > environ 390 bp 

avec les amorces P2 et P4 > environ 420 bp 

avec les amorces P2 et P5 > environ 700 bp 

C) Amplification d'une partie codante de 1'HPPD de P. fluoresce™ A32. 

Les amplifications ont €t£ faites sur un appareil PCR PERKJN ELMER 9600 et avec 
la Taq polymerase PERKIN ELMER avec son tampon dans les conditions standards, c'est 
a dire pour 50ul de reaction il y a les dNTP a 200uM, les primers a 20uM, la Taq 
polymerase 2,5 unites et 1' ADN de P. fluorescens A32 2,5 ug. 

Le programme d'amplification utilise" est, 5 min a 95°C puis 35 cycles <45 sec 95°C, 
45 sec 49°C, 1 min 72°C> suivis de 5 min a 72°C. 

Dans ces conditions, tous les fragments d'amplification obtenus ont une taille 
compatible avec les tailles theoriques donnees au-dessus, ce qui est une bonne indication 
de la specificity des amplifications. 

Les fragments d'amplifications obtenus avec les jeux d'amorces P1/P4, P1/P5 et P2/P4 
sont ligues dans pBSII SK(-) apres digestion de ce plasmide par Eco RV et traitement a la « 
terminal transferase en presence de ddTTP comme decrit dans HOLTON T.A. and 
GRAHAM M.W. 1991. N.A.R. vol 19, n°5 pi 156. 

Un clone de chacun des trois types est sequence" partiellement; ceci permet de 
confirmer qu'on a bien ampufie" dans les trois cas une partie de la region codante de l'HPPD 
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de P. fluoresce™ A32. Le fragment P1/P4 est retenu comme sonde pour cribler une banque 
genomique partielle de P. fluoresce™ A32 et isoler le gene complet de l'HPPD. 

D) Isolement du gene. 

5 Par Southern on montre qu'un fragment de 7 Kbp apres digestion de l'ADN de P. 
fluoresce™ A32 par Tenzyme de restriction BamHI sliybride avec la sonde HPPD P1/P4. 
On a done fait digerer 400ug d'ADN de P. fluoresce™ A32 par Tenzyme de restriction 
BamHI et purifier sur gel d'agarose les fragments d'ADN faisant environ 7Kbp. 

Ces fragments sont ligu6s dans pBSD SK(-), lui-meme digen* par Bam HI et 
10 dephosphorylC par traitement a la phosphatase alcaline. Apres transformation dans E. coli 
DHlOb, la banque gdnomique partielle est criblee avec la sonde HPPD P1/P4. 

Un clone positif a 6l6 isole* et appele" pRP A. Sa carte simplified est donnee figure 1 . 
Sur cette carte est indique" la position de ia partie codante du gene HPPD. Elle est 
composed de 1077 nucleotides qui codent pour 358 acides amines (voir SEQ ID N° 2 ). 
15 L'HPPD de P. fluoresce™ A32 presentc une bonne homologie en acides amines avec celle 
de Pseudomonas sp. strain P.J. 874, il y a en effet 92% d'identite' entre ces deux prolines ( 
voir SEQ ID N° 3). 

Excmple 2; Construction de deux ecnes chimfres. 
20 Pour conferer la resistance de plantes aux herbicides inhibant l'HPPD, on construit 

deux genes chimeres: 

Le premier consiste a mettre la partie codante du gene de l'HPPD de P. fluoresce™ 
A32 sous le controle du promoteur double histone (Brevet europeennne N° 0 507 698) 
suivi du Tobacco etch virus translational enhancer (TEV) (pRTL-GUS (Carrington and 
25 Freed, 1990; J. Virol. 64: 1590-1597)) avec le terminateur du gene de la nopaline synthase. 
L'HPPD sera alors localisee dans le cytoplasme. 

Le deuxilme sera identique au premier, a ceci pies qu'entre activateur de trancription 
TEV et la partie codante de l'HPPD, on intercale le peptide de transit optimise (OTP) 
(Demande europeennne EP n° 0 508 909). L'HPPD sera alors localisee dans le 
30 chloroplaste. 

A) Construction du vecteur pRPA-RD-153: 

- pRPA-RD-1 1: Un derive" de pBS-H SK(-) (Stratagene catalog #212206) contenant le 
site de polyadenylation de la nopaline synthase (NOS poly A) ( Demande europeennne EP < 
n° 0 652 286) est clone" entre les sites Kpnlet Sail. Le site Kpnl est transform^ en un site 
35 NotI par traitement avec la T4 ADN polymerase I en presence de 150 uM 
dedeoxynucleotide triphoshates puis ligation avec un linker NotI (Stratagene catalog 
#1029). Ainsi on obtient une cassettte de clonage NOS polyA . 
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- pRPA-RD-127: Un terivi de pRPA-BL-466 (Demande europeennne EP n° 0 337 
899) clone" dans pRPA-RD-1 1 creant une cassette d'expression du gene oxy et contenant Ie 
promoteur de la petite sous unite" de ia ribulose-biscaiboxylase: 

" promoter (SSU) - oxy gene - NOS poly A" 

5 Pour creer ce plasmide, pRPA-BL-466 a 6\& dig£re" avec Xbal et Hindm pour isoler un 
fragment de 1.9 kbp contenant le promoteur SSU et le gene oxy qui a €t6 ligue" dans le 
plasmide pRPA-RD-1 1 digere' avec des enzymes compatibles. 

-pRPA-RD-132: C'est un denve" de pRPA-BL-488 (Demande europeennne EP n° 0 
507 698) clone" dans pRPA-RD-127 avec creation d'une cassette d'expression du gene oxy 
10 avec le promoteur double histone: 

" promoteur double histone - oxy gene - NOS polyA " 

Pour fabriquer ce plasmide, pRPA-BL-466 est dig^re" par HindTJI, traits par la Klenow 
puis redigirf avec Ncol. Le fragment de 1.35 kbp purifie" contenant le promoteur double 
histone H3A748 est ligue" avec le plasmide pRPA-RD-127 qui avait 6t£ digte par XbaL 
15 trait* Klenow etredig6re" par Ncol. 

- pRPA-RD-153: C'est un derive" de pRPA-RD- 132 contenant l'activateur de 
translation du virus etch du tabac (TEV). pRTL-GUS (Carrington and Freed, 1990; J. 
Virol. 64: 1590-1597) est dig&e" avec Ncol and EcoRJ et le fragment de 150 bp est ligu6 
dans pRPA-RD-132 digere" avec les memes enzymes. Done on a crfe" une cassette 

20 d'expression contenant le promoteur: 

"double histone promoter - TEV -oxy gene - NOS polyA" 
B) Construction du vecteur pRPA-RD-185: 

pUC19/GECA: Un denve" de pUC-19 (Gibco catalog #15364-011) contenant de 
nombreux sites de clonage. pUC-19 est dig&e" avec EcoRI et ligu6 avec l'oligonucleotide 
25 linker 1: 

Linker 1: AATTGGGCCA GTCAGGCCGT TTAAACCCTA GGGGGCCCG 

CCCGGT CAGTCCGGCA AATTTGGGAT CCCCCGGGC TTAA 
Le clone selection^ contient un site EcoRI suivi du poly linker qui contient les sites 
suivants: EcoRI, Apal, Avrll, Pmel, Sfil, SacI, Kpnl, Smal, BamHI, Xbal, Sail, PstI, SphleX 
30 Hindlll. 

pRPA-RD-185: c'est un d^riv^ de pUC19/GECA contenant un polylinker modifi6. 
pUC19/GECA est dig€r6 par Hindm et ligue" avec l'ohgonucleotide linker 2: 

Linker 2: AGCTTTTAAT TAAGGCGCGC CCTCGAGCCT GGTTCAGGG 

AAATTA ATTCCGCGCG GGAGCTCGGA CCAAGTCCC TCGA 
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Le clone selectionne" contient un site Hindlll site au milieu du polylinker qui 
contient maintenant les sites suivants: EcoRI, Apal. Avrll, Pmel, Sfil, Sad, Kpnl, Smal, 
BamHI, Xbal, Sail, PstI, SphI, Hindlll, Pad. AsctXhol et EcoNI. 

C) Construction du vecteur pRP T: 

- pRP O: un derive" de pRPA-RD-153 contenant une cassette d'expression de lUPPD, 
promoteur double histone - TEV - gene HPPD - tenninateur Nos. Pour fabriquer pRP O, 
pRPA-RD153 est digere" par Hind m, traitt" par la Klenow puis redige're' par Ncol pour 
enlever le gene oxy et le remplacer par le gene HPPD sorti du plasmide pRP A par 
digestion BstEII, traitement par la Klenow et rcdigestion par Ncol. 

- pRP R: pour l'obtenir le plasmide pRP O a 6t6 digfrf par PvuH et SacI, le gene 
chimere a 6t6 purifte" puis ligue* dans pRPA-RD-185 lui-meme digSre" par PvuH et SacI. 

- pRP T: il a 6te" obtenu par ligation du gene chimere sorti de pRP R apres digestion 
par SacI et Hindlll dans le plasmide pRPA-BL 150 alpha2 digfre" par les memes 
enzymes(Demande europeennne EP n° 0 508 909). 



Le gene chimere du vectc 


ur binair 


e pRP T a done la structure si 


livante: 


| Promoteur double histone 


TEV 


Region codante de lUPPD 


Terminateur nos 



20 D) Construction du vecteur pRP V: 

- pRP P: e'est un derive" de pRPA-RD-7 (Demande europeennne EP n° 0 652 286) 
contenant le peptide de transit optimise' suivi du gene de 1HPPD. D a 6t6 obtenu par 
ligation de la partie codante de I'HPPD sorti de pRP A par digestion BstEII et Ncol, 
traitement a la Klenow et du plasmide pRPA-RD-7 lui-m6me digSre" SphI et AccI et traite" 

25 a la DNAse polymerase T4. 

- pRP Q: un derive" de pRPA-RD-153 contenant une cassette d'expression de I'HPPD, 
promoteur double histone - TEV - OTP - gene HPPD - tenninateur Nos. Pour le construire 
le plasmide pRPA-RD-153 est digere" par Sal I, traite" par la Klenow puis redige're" par Ncol 
pour enlever le gene oxy et le remplacer par le gene HPPD sorti du plasmide pRP P par 

30 digestion BstEII, traitement par la Klenow et redigestion par Ncol. 

- pRP S: pour l'obtenir, le plasmide pRP Qa£t£ dig£re" par PvuH et SacI pour sortir le 
gene chimere qui a €x& ligue dans pRPA-RD- 185 lui-meme diglre" par PvuH et SacI. 
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- pRP V: il a 6t6 obtenu par ligation du gene chimere sorti de pRP S apres digestion 
par SacI et Hindffl dans le plasmide pRPA-BL 150 alpha2 (Demande europeennne EP n° 0 
508 909). 



5 Le gene chimere du vecteur binaire pRP a done la structure suivante: 



Promoteur double 
histone 


TEV 


OTP 


Region codante de l'HPPD 


Terminateur nos 









Afin de determiner l'efficacite de ces deux genes chime'riques, ceux-ci ont &6 
10 transfers dans du tabac industriel PBD6 selon les procedures de transformation et de 
regeneration deja decrites dans la demande europeenne EP n° 0 508 909. 
1 transformation: 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium EHA 
101(Hood et al,1987)porteuse du cosmide pTVK 291(Komari et al,1986).La technique de 
15 transformation est basee sur la procedure de Horsh et al(1985). 
2) Regeneration: 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200ug/ml de kanamycincLes explants foliaires sont prfleves sur des 

20 plants en serre ou in vitro et transform6s selon la technique des disques foliaires(Science 
1985,Vol 227,p. 1229- 1231) en trois Stapes successivesrla premiere coraprend l'induction 
des pousses sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose contenant 0.05mg/l 
d'acide naphtylacetique (ANA) et 2 mg/1 de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 
jours.Les pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees par culture sur 

25 un milieu MS additionne de 30 g/1 de saccharose mais ne contenant pas d'hormone, 
pendant 10 jours.Puis on pielevc des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS a teneur moitie en sels, vitamines et sucres et ne contenant pas 
d'hormone. Au bout d'environ 15 jours.les pousses enracinees sont passees en terre. 



Exemple 4; Mesure de la resistance du tabac au 4-f4-CF3-2-fmethvlsulfovn benzovll- 
5-cyclQpropyl jsQxmle, 
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Au sortir de l'in-vitro, les plantulcs de tabac transformers ont 6te acclimates a la serre 
(60% d'humidite relative; temperature: 20°C la nuit et 23°C la jour) pendant cinq semaines 
puis traitees au 4-[4-CF3-2-(m€thylsulfoyl)benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole. 

Le tabac temoin, non transform^ et traite au 4-[4-CF3-2-(m^thylsulfoyl)benzoyl]-5- 
5 cyclopropyl isoxazole a des doses allant de 50 a 400 g/ha, developpe en environ 72 heures 
des chloroses, qui s'intensifient pour evoluer vers des necroses tres prononcees en une 
semaine( couvrant environ 80% des feuilles terminates). 

Apres transformation ce meme tabac, qui surexprime l'HPPD de P. fluoresce™, est 
tres bien protege' contre un traitement au 4-[4-CF3-2-(m&hylsulfoyl)benzoyl]-5- 
10 cyclopropyl isoxazole a la dose de 400 g/ha. 

Si l'enzyme surexprimee est dans le cytoplasme, c'est a dire si la transformation a its. 
faite avec le gene porte par le verteur pRP T, alors la plante presente de tres legeres 
chloroses toutes localisees sur les feuilles interm6diaires. 

Si l'enzyme surexprimee est dans le chloroplaste, c'est a dire si la transformation a 6t£ 
15 faite avec le gene porte par le verteur pRP V, alors la plante est parfaitement protegee, ne 
presente aucun symptdme. 

Les sequences illustrees sont les suivantes: 
SEQ.IDN 0 1 

20 Sequence proteique de l'HPPD de Pseudomonas sp. strain PJ. 874 et la sequence 
nucleotidique theorique de la partie codante correspondante; les cinq oligonucleotides 
choisis pour faire l'amplification d'une partie de cette rggion codante sont symbolisms par 
les cinq fleches. 

25 SEQ. ID N° 2 Sequence du gene de l'HPPD de Pseudomonas fluorescens A32 et sequence 
dlduite de la proteine corresponte. 

SEQ. ED N° 3 : 

Comparaison des sequences en acides amines de 1' HPPD de P. fluorescens A32 et de 
30 l'HPPD de Pseudomonas sp strain P.J. 874 (seuls les acides amines divergents entre les 
deux sequences sont indiques) ainsi que la sequence consensus. 

La Figure l reprdsente la cartographie du plasmide avec le fragment d'ADN genomique de 
7 kb contenant le gene de l'HPPD de 
P. fluorescens A32. 
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Liste de sequences 
SEQ. ID N° 1 



GCNGAYYTNTAYGARAAYCCNATGG GNYTNATGGGMTTY GARTTYATHGA RYTNGCNWSNCCMACNCCNAAYACM 
AOL Y E N P M ~G M G F E F I E LASPTPNT 

YTNGARCCNATHTTYGARATHATGG GNTTYACNAARGTNGCNACNCAYMG MWSNAARGAYGTNCAYYTKTAYMGH 
LEPIFEIMG FTKVATHR SKDVHLYR 

CARGGN6CNATHAAYYTNATHYTNA AYAAYGARCCNCAYWSNGTNGOMIS NTAYTTYGCNGCNGARCAYGGNCCN 
QGAINLILN NEPKS VAS YFAAEHGP 

NSNG7NTGYGGNATGGCNTTYMGMG "TNAARGAYWSNCARAARGCNTAYAA RMGNGCNYTNGARYTNGGNGCNCAR 
SVCGMAFRV KOSQKAYK RALELGAQ 

CCNATHCAYATHGARACNGGNCCNA TGCARYTNAAYYTNCCNGCNATHAA RGGNATHGGNGGNGCNCCNYTMTAY 
P I H I E T G P M E ^. NLPAIK GIGGAPLY 

YTNATHGAYMGNTTY6GNGARGGNW SMKNATHTAYGAYATHGAYTTYGT NTTYYTNGARGGNGTNGAYMGNCAY 
KIDRFGEGS SIYOIDFV FLEGVORH 

CCNGTNGGNGCNGGNYTNAARATHA THGAYCAYYTNACNCAYAAYGTNTA YMGNGGM4GNATGGCNTAYTGCGCN 
PVGAGLKII OHLTHMVY RGRMAYWA 

AAYTTYTAYGARAARYTKTTYAAYT TYMGNGARATHMGNTAYTTYGAYAT HAARGGNGARTAYACNGCNYTNACN 
NFYEKL FNF REIRYFOI KGEYTGLT 

WSNAARGCNATGACNGCNCCNGAYG 6NATGATHMGNATHCCNYTNAAYGA RGARWSNWSNAARGCNGCNCGNCAR 
SKAMTAPOG MIRIPLME ESSKGAGQ 

ATH6ARGART7YYTNATGCARTTYA AYGGNGARGGNATHCARCAYGTNCC WTTYYTNKSNGAYGAYYTNATHAAR 
IEEFLMQFN GEG I Q H V A F L S 0 D L I K 

ACMTGGGAYCAYYTNAARWSNATHG GNATGMGNTTYATGACNGCNCCNCC NGAYACNTAYTAYGARATGYTNGAR 
TWOHLKSIG MRFHTAPP DTYYEML E 

GGNMGNYTNCCNAAYCAYGGNGARC CNGTNGGNGARYTNCARGCNMGNGG NATMYTWYTNGAYGGNWSNWSNGAR 
GRLPNHGEP VGELQARG ILLOGSSE 

NSNGGNGAYAARMGNYTXYTNYTNC ARATHTTYWSNGARACNYTNATGGG NCCNGTNTfYTTYGARTTYATHCAR 
SGDKRLllQ IFSETLMG PVFFEFIQ 

MGNAARGGNGAYGAYGGNTTYGGNG ARGGNAAYTTYAARGCMYTNTTYGA RWSNATHGARHGNGAYCARGTNMGN 
RKGDDGFG E GNFKAIFE SIEROQVR 
^ 

HGNGGNGTNYTMKNACNGAY 
R G V L S T 0 



11 



2734840 



SEQ. ID N° 2 



ATGGCAGATCTATACGAAAACCCAA TGGGCCTGATGGGCTTTGAATTCAT CGAATTCGCGTCGCCGACGCCGGGT 75 
MADLYENPM GLMGFEFI EFASPTPG 

ACCCrGGAGCCGATCTTCGAGATCA TGGGCTTCACCAAAGTCGCGACCCA CCGTTCCAAGAACGTGCACCTGTAC 150 
TLEPIFEIM GFTKVATH RSKMVHLY 

CGCCAGGGCGAGATCAACCTGATCC TCAACAACGAGCCCAACAGCATCGC CTCCTACTTTGCGGCCGAACACGGC 225 
RQGEINLIL NNEPMSIA SYFA AEHG 

CCGTCGGTGTGCGGCATGGCGTTCC GCGTGAAGGACTCGCAAAAGGCCTA CAACCGCGCCCTGGAACTCGGCGCC 300 
PSVCGMAFR VKOSQKAY NRALELGA 

CAGCCGATCCATATTGACACCGGGC CGATGGAATTGAACCTGCCGGCGAT CAAGGGCATCGGCGGCGCGCCGTTG 375 
QPIHIDTGP MELNLPAI KGIGGAPL 

TACCTGATCGACCGT7TCGGCGAAG GCAGCTCGATCTACGACATCGAGT CGTGTACCTCGAAGGTGTGGAGCGC 450 
YLIDRFGEG SSIYDIDF VYLEGVER 

AATCCGGTCGGTGCAGGTCTCAAAG TCATCGACCACCTGACCCACAACGT CTATCGCGGCCGCATGCTCTACTGG 525 
NPVGAGLKV IDHLTHNV YRGRMVYW 

GCCAACTTCTACGAGAAATTGTTCA ACTTCCGTGAAGCGCGTTACTTCGA TATCAAGGGCGAGTACACCGGCCTG 600 
ANFYEKLFN FREARYFD IKGEYTGL 

ACTTCCAAGGCCATGAGTGCGCCGG ACGGCATGATCCGCATCCCGCTGAA CGAAGAGTCGTCCAAGGGCGCGGGG 675 
TSKAMSAPO GMIRIPLN EESSKGAG 

CAGATCGAAGAGTTCCTGATGCAGT TCAACGGCGAAGGCATCCAGCACGT GGCGTTCCTCACCGACGACCTGGTC 750 
QIEEFLMQF NGEGIQHV AFLTDDLV 

AAGACCTGGGACGCGTTGAAGAAAA TCGGCATGCGCTTCATGACCGCGCC GCCAGACACTTATTACGAAATGCTC 825 
KTWDALKKI GMRFMTAP PDTYYEML 

GAAGGCCGCCTGCCTGACCACGGCG AGCCGGTGGATCAACTGCAGGCACG CGGTATCCTGCTGGACGGATCTTCC 900 
EGRLPDHGE PVDQLQAR GILLDGSS 

GTGGAAGGCGACAAACGCCTGCTGC TGCAGATCTTCTCGGAAACCCTGAT GGGCCCGGTGTTCTTCGAATTCATC .- 975 
VEGDKRLLL QIFSETLM GPVFFEFI 

CAGCGCAAGGGCGACGATGGGTTTG GCGAGGGCAACTTCAAGGCGCTGTT CGAGTCCATCGAACGTGACCAGGTG 1050 
QRKGDDGFG EGNFKALF ESI EROQV 

CGTCGTGGTGTATTGACCGCCGATT AA 1077 
R R G V L T A D . 



SEQ.IDN 0 3 



12 



2734840 




13 



2734840 



Revendications 



1 . Gene caracterise' en ce qu'il exprime l'hydroxy-ph&iyl pyruvate dioxygenase (HPPD). 

2. Gene selon la revendication 1 , caracterise' en ce qu'il est d'origine bacterienne 

3. Gene selon la revendication 2, caracterise' en ce qu'il est issu de Pseudomonas sp. 

4. Gene selon la revendication 3, caracterise' en ce qu'il est issu de Pseudomonas 
fluorescein. 

5. Gene selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est d'origine v6g£tale 

6. Procdde' d'isolement du gene selon la revendication 1 , caractense' en ce que: 

-on choisit, comme amorces, quelques oligonucleotides issus de la sequence en acides 
amines d'une HPPD . 

- a partir de ces amorces, on synthase des fragments d'amplification par PCR 

- on isole le gene par creation et le criblage d'une banque genomique et 

- on clone le gene. 

7. Proc&te d'isolement du gene selon la revendication 6, caractense' en ce que les amorces 

sont issus de l'HPPD d'une bactene du genre Pseudomonas. 

8. Precede selon la revendication 7, caracterise' en ce que l'HPPD est issue de 
Pseudomonas fluorescens. 

9. Proce^te selon la revendication 8, caractense' en ce que l'HPPD est issue de 
Pseudomonas fluorescens A32. 

10. Gene chimere pour la transformation gfcietique des plantes comprenant, dans le sens de 
la transcription: 

- au moins une sequence de regulation promotrice issu d'un gene s'exprimant 
naturellement dans les plantes, 

- une sequence codante necrologue, 

- au moins une sequence de polyactenylation. 
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caractense" en ce que la sequence codante est un gene qui exprime I'hydroxy-phenyl 
pyruvate dioxygenase (HPPD. 

1 1. Gene chimere selon la revendication 10, caracterisee en ce que la sequence de 
regulation promotrice favorise la subexpression de la sequence codante. 

12. Gene chimere selon la revendication 1 1, caractense - en ce que la sequence de regulation 
promotrice comprend au moins un promoteur d'histone. 

13. Gene chimere selon 1'une des revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'il comprend, 
entre la sequence de regulation promotrice et la sequence codante, un peptide de transit. 

14. Gene chimere selon la revendication 10, caract6risec en ce qu'il comprend, entre la 
sequence de regulation promotrice ct la sequence codante, un peptide de transit 
optimise" comprenant, dans le sens de la transcription, une sequence codant pour un 
peptide de transit d'un gene vegdtal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 
une partie de sequence de la partie mature N terminale d'un gene vegetal codant pour 
une enzyme a localisation plastidiale, puis une sequence codant pour un second peptide 
de transit d'un gene vdg&al codant pour une enzyme a localisation plastidiale. 

15. Gene chimere selon Tune des revendications 10 a 14, caract6risee en ce qu'il comprend, 
entre la sequence de regulation promotrice et la sequence codante, une sequence de 
activateur de trancription "enhancer". 

16. Vecteur utilisable pour la transformation geneuque des plantes, caractense" en ce qu'il 
comprend un gene chimere selon l'une des revendications 10 a 15. 

17. Cellule veg&ale, caracterisee en ce qu'elle comprend un gene chimere selon l'une des 
revendications 10 a 15. 

18. Plante, caracterisee en ce qu'elle est regeneree a partir de cellules selon la 
revendication 17. 

19. ?mc6d€ de transformation de plantes pour les rendre resistantes aux inhibiteurs de 
l'HPPD, caracterise en ce qu'on introduit dans la cellule veg&ale un gene selon l'une 
des revendications 1 a 5. 
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20. Proc&te scion la revendication 19, caractense" en ce que le transfer! est effects avec 
Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes 

21. Precede selon la revendication 19, caractena* en ce que le transfert est effectue par 
apport par bornbardement a l'aide de particules chargees de l'ADN. 

22. Utilisation d'un gene selon l'une des revendications 1 a 5 comme marqueur de 
selection. 

23. Precede dc traitcment herbicide selectif de plantes, caractense en ce qu'on applique un 
inhibiteur du gene l'HPPD a une plante selon la revendication 22. 

24. Procddd selon la revendication 23, caractense en ce que l'inhibiteur du gene IUPPD 
est un isoxazole. 

25. Precede" selon la revendication 24, caractense' en ce que l'isoxazole est le 4-[4-CF3-2- 
(m6thylsulfoyl)benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole. 

26. Proce^ selon la revendication 25, caractens* en ce que l'inhibiteur du gene l'HPPD 
est une tricetone. 

27. Precede" selon la revendication 26, caractense' en ce que l'inhibiteur du gene l'HPPD 
est la sulcotrione. 
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